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序論
 近年癌に対する化学療法は大きく進展し白血病など一部の癌は治癒可能となってきたが,抗癌剤耐性
 腫瘍の出現が癌化学療法上新たな障害となってきている。耐性癌細胞内で過剰発現したP一糖蛋白質は抗癌
 剤を細胞外に排出し,細胞内の抗癌剤量が減少して治療効果が無くなると考えられた。またP一糖蛋白質は
 基質特異性が低く,構造および作用点が異なる多くの抗癌剤に対して同時に耐性を示すことから抗癌剤
 をかえた有効な治療ができず,多剤耐性(MultidrugResistancelMDR)は癌化学療法上大きな問題となって
 いる。
 多剤耐性機構の解明と共に抗癌剤耐性克服薬の研究も急速に進展し,ベラパミル,ニフェジピン等の
 カルシウム拮抗薬が耐'性を克服することが相次いで報告された。しかし耐性克服作用発現には高用量の
 薬剤が必要で,これらカルシウム拮抗薬は本来の薬理作用(血圧降下作用)が副作用となり,耐性克服剤と
 して用いるのに大きな障害となっている。
 本研究では抗癌剤耐性克服薬の開発に際し集落形成試験で多くの既知化合物の耐性克服作用を評価し,
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 強い耐性克服作用を有する新規骨格化合物の発見をめざした。その結果,複数の1,4一ジヒドロピリジン化
 合物とイミダゾチアゾール化合物に強い抗癌剤耐性克服作用を見いだした。そこでN276-1とN276-5をそ
 れぞれのリード化合物として選び,構造活性相関研究を展開してさらに強いP一糖蛋白質阻害化合物を探索
 した。選ばれた化合物はカルシウム拮抗,急性毒性,変異原性,睡眠延長の各試験を行い,化合物単独
 の安全性を検討した。続いてこれら候補化合物の耐性克服作用がP一糖蛋白質阻害機構と合致するかを検証
 し,安全性が高く強いP一糖蛋白質阻害作用を有する抗癌剤耐性克服薬開発の可能性について言及した。
 第一章抗癌剤耐性克服化合物の探索
 新規抗癌剤耐性克服化合物の開発に際し,すでに評価系が確立している集落形成試験法を用いて297化
 合物のランダムスクリーニングを行った。その結果,1,4一ジヒドロピリジン誘導体,イミダゾチァゾール
 誘導体,ケイ素化合物に対照化合物NIK-250と同等以上の活性を見いだした。その他133化合物中,活性
 を示した化合物はRA-642(血管拡張剤),SKF-525A(免疫抑制剤),メトキサレン(抗菌,抗マラリア剤)とビ
 ホナゾール(抗カビ剤)のわずか4化合物で,その後の調査で耐性克服作用がすでに文献既知である事が判
 明した。
 続いてiavltro活性47化合物のinvivo活性を坦癌マウスの延命効果で評価し,延命率が抗癌剤単独投与の
 120%以上を活性化合物とした。その結果,1,4一ジヒドロピリジン誘導体,イミダゾチアゾール誘導体に
 活性が見いだされたが,ケイ素3化合物とその他の4化合物は有意な延命効果は見られなかった。以上の
 結果から,抗癌剤耐性克服薬の開発化合物として1,4一ジヒドロピリジン化合物とイミダゾチアゾール誘導
 体を選んだ。!,4一ジヒドロピリジン誘導体はP一糖蛋白質阻害作用が公知で,多くの知見を生かしカルシウ
 ム拮抗作用(副作用)が弱く,強い抗癌剤耐性克服薬の開発が可能と考えた。イミダゾチアゾール化合物は
 カルシウム拮抗作用が無い新規な耐性克服剤として期待した。
 第二章抗癌剤耐'性克服1,4一ジヒドロピリジン化合物
 1,4一ジヒドロピリジン誘導体はHantzch法で合成した。まずN276-16に代表される3、5位非対称エステル化
 合物は,アセト酢酸エステル,アミノクロトン酸エステルと対応するアルデヒドをアルコール溶媒中加
 熱反応する方法Aで合成した。N276-1に代表される対称エステル化合物は,方法Aあるいはアセト酢酸エ
 ステル,アルデヒドと濃アンモニア水をアルコール溶媒中加熱反応する方法Bを用いた。アミノクロトン
 酸エステルとアルデヒドを酢酸中室温で反応させる方法Cは,方法A.Bで収率が低い化合物の合成に有効
 であった。
 抗アレルギー薬開発の際合成したN276-1は強い耐性克服作用と特許性を持つ化合物で,N276-1をリー
 ド化合物とした構造活性相関研究を展開し,カルシウム拮抗作用が弱く強い耐性克服作用を有する化合
 物の探索を開始した。
 まずN276-1の3,5位エステル基を残し,4位アルキル基を変換した化合物の活性を評価した。その結果,
 さらに強い耐性克服作用を有するN276-9を発見した。次に4位をN276-9の側蜜貞n一ペンチル基に固定し,3.5
 位エステルを変換した化合物の活性を評価した。この結果,一方に3一ピリジルプロピル基をもつ非対称エ
 ステル化合物の活性が強かった、最適化合物276-16をリード化合物とした構造活性研究をさらに展開した
 が,N276-16を超える化合物は見いだせなかった。
 今後更に活性,安全性等を評価し最終化合物を選定するため,N276-!.N276-9.N276-13.N276-16,N276,
 !8とTD-!02(構造と活性,別表参照)を候補化合物とした。
 抗癌剤耐'性は使用中の抗癌剤以外の抗癌剤も同時に耐性になることが多く観察され,耐性克服化合物
 は多剤耐性克服作用が要求される。すべての候補化合物は抗癌剤ドキソルビシン(DXR),ピンクリスチン
 一388一
鑑
∠
マ (VCR)およびエトポシド(VP-16)との併用によるinvitro二次試験で強い耐性克服作用が現れ,多剤耐性克服
 作用が確認された。臨床応用を考慮したinvivo二次試験では静脈内および経口投与試験で評価した結果,
 N276-!6にすべての系で強い延命効果を認めた。特に静脈内投与で対照化合物MS-209を凌駕する強い活性
 を示した。
 続いてカルシウム拮抗作用,急性毒性,睡眠延長および変異原性の各試験を行い,より安全性の高い
 活性化合物の選択をめざした。最も懸念されたカルシウム拮抗作用と耐性克服作用(invitro)に相関は見ら
 れなかった。特にN27646はカルシウム拮抗作用がほとんど無い強い耐性克服化合物であった。急性毒性
 試験ではN276-!以外の化合物は単回投与による毒性は弱かった。静脈内投与で多くの化合物がベントバ
 ルビタールの睡眠作用を延長し酵素阻害作用が懸念された。変異原性試験ですべての化合物は陰性と判
 定された。
 以上の結果から,N276-!6は強い多剤耐性克服作用を有し,比較的安全性が高い化合物で臨床最有力化
 合物であった。
 第三章抗癌剤耐性克服イミダゾチアゾール化合物
 本研究で,初めて複数の2一フェニルーイミダゾ[2,!-b]ベンゾチアゾール誘導体に強い抗癌剤耐性克服
 活性を発見した。特にN276-5は強い耐性克服作用と特許性があり,N276-5をリード化合物としたカルシ
 ウム拮抗作用が無い耐性克服化合物の開発をめざした。
 2一アミノー4,5,6,7一テトラヒドロベンゾチアゾールとフェナシルブロミドをアルコール中加熱反応するこ
 とで得られたTI-124を出発原料に,多くの誘導体を合成しその耐性克服作用を評価した。リード化合物
 N276-5はVilsmeier反応で3一アルデヒドとした後,ニコチン酸ヒドラジドと反応して合成した。
 N276-5をリード化合物とした構造活性相関研究で,耐性克服作用発現に3位末端のピリジル基が必須と
 考えてN276-5の3位側鎖,骨格変換で活性化合物を探索したが,N276-5以外に活性化合物は見いだせなか
 った。そこで末端のピリジル基を変換しその活性を評価したところ,3一ピペラジル基を有するN276-12は,
 ほぼ感受性レベルまで耐性を克服する強いinvltro活性と強い延命効果を示した。またN276-12誘導体,
 N276-17は耐性克服指数1.0以下の強いinvltro活性が現れたがinvivo活性が無く,N276-5とN276-12(構造と
 活性,別表参照)を候補化合物とした。
 さらに候補化合物の効果と安全性を評価した結果,1,4一ジヒドロピリジン化合物と比較して安全性の面
 で優れていた。特にN276-5は静脈内投与でMS-209と同等の活性が見いだされた。
 第四章候補化合物の抗癌剤耐性克服作用機構
 耐性克服剤はP一糖蛋白質の機能を阻害し抗癌剤の細胞外排出を防ぎ,その結果,細胞内で抗癌剤の濃度
 が維持され治療効果が現れると考えられている。候補化合物の耐性克服機構がこのP一糖蛋白質阻害機構と
 合致するか,由1-VCR細胞内蓄積および細胞外排出阻害作用試験で検証した。
 lllHl-VCR細胞外蓄積作用試験の結果,すべての候補化合物は用量依存的に耐性癌細胞内の抗癌剤VCR
 量を増加させ,その効果は対照化合物MS-209と同等であった。またr`H1-VCR細胞内排出阻害試験の結果,
 N276-16以外の候補化合物は細胞を洗浄するとVCR量が時間と共に減少した。一方化合物を再び加える系
 では細胞内のVCR量が保持され,提唱されているP一糖蛋白質阻害機構を支持する結果であった,、しかし
 N276-16は洗浄後もVCRが癌細胞内に保持され,他の耐性克服化合物と全く異なる結果が得られた。
 N276-16はr:IHl-VCR細胞内蓄積作用試験で強い抗癌剤蓄積能が示され,その作用機構はP.糖蛋白質阻害機
 構と考えられた。r:肩1-VCR細胞外排出阻害試験の特異な結果は,N276-i6がP一糖蛋白質と強い結合能を有
 しておレ),細胞内に残りP一糖蛋白質の機能を阻害し続けた結果と考えられた,、
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 耐性癌細胞内で過剰発現したP一糖蛋白質は構造と作用点が違う複数の抗癌剤を細胞外に排出する。その
 ため抗癌剤をかえた有効な治療ができず,癌化学療法上新たな問題となってきている。
 副作用が少なく有効な抗癌剤耐性克服薬が早急に望まれていることから,新規耐性克服化合物の探索
 を行い,1,4一ジヒドロピリジン化合物とイミダゾチアゾール化合物を開発化合物に選んだ。1,4一ジヒドロ
 ピリジン化合物はP一糖蛋白質阻害作用が公知で,カルシウム拮抗作用が弱い抗癌剤耐性克服薬を開発する
 際多くの知見が生かされる。一方イミダゾチアゾール化合物は,カルシウム拮抗作用が無い新規な耐性
 克服薬として期待した。N276-1とN276-5をそれぞれのリード化合物とした構造活性相関研究を展開し,
 さらに安全性の評価を加えた。その結果,強いP一糖蛋白質阻害作用を有し比較的安全性が高いN276-16を
 発見した。N276-16は現在臨床治験中のMS-209と同等の強い抗癌剤多剤耐性克服化合物であるが,今後抗
 癌剤併用による安全性等の面でさらに細かい検討が必要と考えている。
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 別表耐性克服候補化合物の構造と活性
化合物
 製。. 構造
 注1)
耐性克服指数
DXRVCR
 注2)
 延命率(T/V%)
 制276-1
 麗276-9
 麗276-18
 麗了6-13
 麗2了6一総
TD-102
 閥276-5
 國2了6-12
斜廉坤
HMe
 副』
」
 議☆
 二
e
 μ撫へ
 HM。
 ギ傘
 %・麟』
 ¢遭・
 '噸
瞭嶋脇
 島
e
1.816.0
2.G
2.6
1.1
1.1
 1閣1
3.2
0.9
3.6
9.4
2.2
2.o
3.5
6.4
2.1
161(100)
165(100)
148(100)
 12了(100)
143(30)
143(10)
120(100)
129(100)
 注1)感受性細胞で50%細胞生存率のDXR,VCR濃度を耐性度1とし、耐性細胞で
 躯g/mlの化合物を加えた50%細胞生存率のDXRVCR濃度を相対比で示した。
 注2)括弧内用量(mg/kg)の化合物を0.1mg/kgのVCRと併用投与した延命日数と
 0.Img/kgのVCRを単独投与した延命日数の相対比(TIV%)で示した。
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一 論文審査の結果の要旨
 癌細胞に抗癌剤を投与し続けると,治療効果がなくなる(抗癌剤耐性をもつ)ことが知られている。
 この原因は,癌細胞内でP一糖蛋白質が過剰発現し,これが抗癌剤を細胞外に排出し,その結果細胞内の抗
 癌剤量が減少するためであると考えられているが,P一糖蛋白質は構造と作用点が違う複数の抗癌剤を細胞
 外に排出するため抗癌剤をかえても有効な治療ができず,癌化学療法上新たな問題となってきている。
 田坂成之君提出の本論文は,この問題を解決するために,抗癌剤耐性克服化合物の系統的開発を行った
 ものである。
 第一章では,有効なP一糖蛋白質阻害作用をもつ抗癌剤耐性克服薬の候補化合物の探索を行った。1,4一ジ
 ヒドロピリジン誘導体,イミダゾチアゾール誘導体および含ケイ素化合物を中心として,計297種の既存
 および新規骨格を有する化合物を合成し,それらの耐性克服作用のlnvltroおよびinvivo活性を評価し,公
 知のi,4一ジヒドロピリジン誘導体に加えて,あらたに,イミダゾチアゾール誘導体に,強い耐性克服作用
 を見いだした。
 第二章では,第■一章で選定した1,4一ジヒドロピリジン誘導体について,構造活性相関研究を展開し,さ
 らに,活性と安全性の評価を加えて,N276-16を臨床候補化合物として開発した。
 第三章では,第一章の探索研究過程見いだしたイミダゾチアゾール誘導体について,構造活性相関研
 究を展開,イミダゾチアゾール誘導体中,最も強い耐性克服作用をもつものとして,N276-5,N276-!2を
 新たに発見した。
 第四章では第二,三章で設計開発した候補化合物の耐性克服機構が,これまで提唱されているP一糖蛋白
 質阻害作用機構に合致するか否かを検証した。トリチウムラベルしたある種の抗癌剤の細胞内蓄積作用,
 細胞外排出阻害作用実験の結果,N276-16において,これまでの耐性克服化合物とは異なる挙動を見いだ
 した。また,その原因として,抗癌剤耐性克服作用は基本的にはP一糖蛋白質阻害作用機構によるものであ
 るが,N276-16がP一糖蛋白質と特に強い結合を持つためであるとする考えを提唱した。
 以」1の成果は本入が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有していることを示して
 いる。したがって,田坂成之提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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